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論文内容の要　旨
【目　的】
エンドセリン（endothelin：ET）は血管内皮から抽出同定された強力な血管平滑筋収縮作用を
有するペプチドである。腎臓はETにきわめて密接な関係をもつ臓器のひとっであり、とくにET－
1は昇圧作用のほかにも少量で腎血管収縮作用を有し、腎血管抵抗の増減により糸球体濾過量に変
化をおよぼすと考えられている。最近では、腎疾患におけるETの病態生理学的役割が報告されて
おり、ETが腎不全や腎移植後の急性拒絶反応などにも関与していると推測されている。また、腎
臓における嚢胞形成にさいし、尿細管細胞の増殖因子、さらには嚢胞内分泌促進因子のひとつとし
てのETが注目されている。ETは3種のイソペプチド（ET－1，ET－2とET－3）からなり、そ
れぞれの成熟ペプチド（mature ET）は、それぞれの前駆体ペプチド（BigET－1、BigET－2
とBigET－3）から変換酵素によりC端側ペプチドが切断されてできあがる。ただしmature ET
になってから分泌されるのか、分泌後BigETからmature ETへの変換がおこるのかはよくわかっ
ていない。本研究では免疫組織化学的手法により、ラット腎臓におけるエンドセリンの組織学的局
在を明らかにするとともに、ETの分泌と作用機構を類推した。
【方　法】
ウィスタp系オス成熟ラットをpentobarbitalの腹腔内投与で麻酔したのち、港流固定した。両
腎の凍結切片を作成し、1次抗体と反応させた。この1次抗体として抗BigET－1抗体、抗BigET－
2抗体、抗BigET－3抗体、抗matureETs抗体および抗ET－A型受容体（ET－AR）抗体をもちい、
ABC－perOXidase／DAB法にて検出した。抗BigET－1、抗BigET－2と抗BigET－3のポリクロー
ナル抗体は、切り落とされるC端側ペプチド部（3者でアミノ酸配列が著しく異なる部分）を認識
している。抗mature ETsポリクローナル抗体は、ETsのC末端を覆うかたちで認識するため、イ
ソペプチドの区別は不可能であるが、前駆型のBigETは全く認識しないので、生理活性を有する
mature ETsのみを認識することになる。また抗ET－AR抗体は、C末端の64アミノ酸を認識する
ポリクローナル抗体である。
【結　果】
糸球体内ではBigET－1に強陽性を示すメサンギウム細胞が認めれたが、この染色程度にはばら
つきがみられ、弱陽性のものも存在していた。しかし抗BigET－2と抗BigET－3に対しては常に
弱陽性であった。またmature ETsの抗体に対しても中等度～強陽性反応を呈していた。さらに、
Big－ETsやmatureETsに対して、皮質部近位尿細管のほとんどの上皮細胞は陽性を呈していた。
皮質部遠位尿細管、髄質外帯部集合管、髄質内帯部集合管の上皮細胞にも陽性反応を認めた。髄質
内帯部集合管細胞は約半数が強陽性で、陽性反応を示さない集合管の間に索状に配列していた。乳
頭管上皮細胞は弱陽性反応を呈していた。これらの所見に、イソペプチドの違いによる分布の差異
は特に認められなかったが、BigET－1やBigET，3に比し、BigET－2がより染色されやすい傾
向を有していた。一方ET－ARの分布はBigETsの場合やmature ETsの場合と基本的に同じであっ
た。すなわち皮質部近位尿細管の上皮細胞のほぼすべてが陽性を示し、皮質部遠位尿細管、髄質外
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帯部集合管および乳頭管の上皮細胞には弱陽性反応が認められた。約半数の髄質内帯部集合管の上
皮細胞も陽性を呈していた。しかし、糸球体では弱陽性の反応産物が散見されただけであった。
【考　察】
ET－1の腎臓内分布については、いくつかの報告がある。すなわち、125I－ET－1をもちいたin
vivoautoradiography法、BigET－1とmatureET－1両者ともに認識する抗体をもちいた免疫
組織化学法、ET－lmRNAを検出するRT－PCR法、さらに培養細胞をもちいた研究などから、糸
球体メサンギウム細胞や尿細管系とくに髄質内帯部集合管にはET－1を産生する能力のあること
が判明している。本研究は、これらの報告と基本的に矛盾せず、より詳細な組織分布を明らかにし
た。また新知見として、これらの細胞はET－2やET－3のイソペプチドも産生すること、さらに
mattlre型に変換されてから分泌されるらしいことも判明した。受容体の分布についても、これま
で報告されてきたような、培養細胞をもちいた薬理実験の結果やラジオリガンドの結合部位に一致
していたが、今回の結果は顕微鏡レベルでこの分布を明らかにしたことになる。A型受容体の分布
が、ET各ペプチドの分布と似ていたことから、ETは腎臓でもautocrine／paracrine様式で作用し
ていると考えられる。
【結　論】
糸球体メサンギウム細胞や尿細管一集合管系は　ET－1、ET－2、ET－3を合成し、おそら
くはmature ETとして放出する。これらは局所ホルモンとして作用しているものと考えられる。
論文審査の結果の要旨
本論文はエンドセリン（ET）の前駆体であるBigET－1、BigET－2、BigET－3、成熟型の
mature ETおよびET－A受容体等ET関連蛋白のラット腎臓における組織学的局在を免疫組織化学
的手法により明らかにしたものである。ET、ET受容体の腎臓内局在については、RT－PCR法や
Northern blotting法をもちいて、mRNAレベルで検討された報告はあるが、免疫組織化学により
それらの組織学的局在を明らかにしたものはほとんどない。糸球体メサンギウム細胞や尿細管系
（おもに髄質内帯部集合管）にETが存在しているという本論文の成績は、これまでの生化学的手法
によるmRNAの所見と基本的に一致するものである。さらに本論文はmature ET、ET受容体のみ
ならず、ETの前駆体であるBigET－1，BigET－2，BigET－3についても同時に観察し、これ
らの物質が類似の局在を有することを明らかにした。前駆体であるBigETとmature ETがほぼ同
じ分布をとることから、糸球体や尿細管系で合成されたETは、BigETの形ではなくmature ETに
変換されてから分泌されることが示唆された。また受容体もmature ETとほぼ同じ細胞に認めら
れることから、ETは腎臓でも局所ホルモンとしてautocrine／paraCrine様式で作用している可能
性を支持した。
以上のように本論文は、腎臓におけるET各関連蛋白の詳細の分布を明らかにするとともに、ET
の分泌と作用機構を類推したものであり、博士（医学）を授与するに値すると考える。
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